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能であるという報告がなされた(Sato et al. 2011). しかし, AlbuMAX 中の何がそのような効
果を生むのかは不明のままであった.  
それらの因子の同定のため, 市販のエタノール処理法により抽出されたウシ血清アルブミ
ン(Bovine serum albumin: BSA)に各種因子を添加して培養する系を発案し, 検証を行った. 




合成培地(CDM)を作成するために, 市販の BSA でどのような抽出法由来の BSA が適して
いるかを検証するため抽出法の異なる 3種類の BSAを比較検証した.  
合成培地には単独で精子形成進行能を認めないエタノール処理法により抽出されたアルブ
ミンを選定した. BSAは DDWで溶解し, 溶解液に検証したい物質を添加した. 遊離脂肪酸
やコレステロールやリン脂質などの脂質群については溶解液に添加した後 3 時間程スター
ラーで撹拌しアルブミンへの結合を促進した.  
至適培養液はアルブミン溶液に遊離脂肪酸や, レチノイン酸, 各種ホルモンを添加し, 基礎
培地としてαMEM を添加して完成した. これら培養液を 10×10×5 mm3大に形成したア
ガロースゲル周囲を満たすように添加し, 12 ウェルプレート内で培養する. マウス精巣組
織はアガロースゲル上に 1 mm2大の大きさに細切して静置した  
実験は Acrosin-GFP トランスジェニックマウス(4.5～6.5 日齢)を用いた. これらのマウス
は減数分裂中期より細胞質にアクロシン蛋白を発現し, 減数分裂の進行とともにアクロソ
ームが凝集して GFP の局在と形態が変化する特徴がある. 即ち, 蛍光顕微鏡で観察するこ
とで, 培養組織内の精子形成の過程を切片の作成をすることなく把握することが可能であ
る. 精子形成の効率と, Acrosin-GFPの発現している面積は正の相関が見られるため, それ
らの面積を Gradingし GFP gradeとして扱い, 定量化した.  
組織は適宜 HE 染色及び免疫組織化学的染色により評価し, 半数体の進行は倒立顕微鏡に








それら精子形成促進因子を持たない BSA としてエタノール処理法により抽出した BSA 
(Sigma 社, A9418) を脂質やレチノイン酸などの添加因子を培養液中に溶解するための担
体として利用した. レチノイン酸は精子形成過程において必須のビタミンであり, レチノ
イン酸単独で精子形成を進行するか確認した.  
結果としてレチノイン酸と BSA のみの培養液では精子形成の進行は認めなかった. 次に
BSA とレチノイン酸に AlbuMAX に豊富に含まれている遊離脂肪酸やコレステロール, リ
ン脂質, スフィンゴミエリンなどの脂質群を添加して培養を行ったところ, 精子形成がや
や効率よく進行する像がみられた.  
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